Comparison of sensitivity of nested PCR and quantitative PCR in Bcr-Abl p210 transcript detection in chronic myelogenous leukemia by Maruška Marušić Vrsalović et al.
Biochemia Medica 2007;17(1):1–138
  109
Izvorni stručni članak Original professional article
Sa že tak
Uvod: Za ot kri va nje mi ni mal ne os tat ne bo les ti u bo les ni ka s kro nič nom mi je-
loič nom leu ke mi jom (KML) ko ji su pos tig li pot pu nu kli nič ku re mi si ju i pot pun 
ci to ge net ski od go vor mo že se pri mi je ni ti ug njež đe na PCR (en gl. nes ted PCR, 
nPCR) i kvan ti ta tiv na PCR u stvar nom vre me nu (en gl. quan ti ta ti ve real-time 
PCR, qPCR). Cilj li je če nja je pos ti za nje mo le ku lar ne re mi si je, pa pos ti za nje vi so-
ke os jet lji vos ti mo le ku lar ne pret ra ge ima pre sud nu ulo gu i kli nič ku prim jenu. 
Us po re di li smo ra zi nu os jet lji vos ti nPCR i qPCR u ot kri va nju BCR-ABL p210 pri-
je pi sa u mo de lu raz r je đe nja Bcr/Abl-pozitivnih sta ni ca.
Ma te ri jal i me to de: Za od re đi va nje ra zi ne os jet lji vos ti na či nje na su se rij ska 
raz r je đe nja sta nič ne li ni je K562 (Bcr-A bl po zi tiv ne) sa sta nič nom li ni jom NB4 
(Bcr-A bl ne ga tiv nom) (ras pon raz r je đe nja po zi tiv nih sta ni ca: 10-3-10-7). Izo li-
ra ni uzor ci RNA pre pi sa ni su u cDNA i tes ti ra ni na p210 pri je pis po mo ću nPCR 
i qPCR. Ob je ma me to da ma ta ko đer su is pi ta ni uzor ci koš ta ne sr ži i pe ri fer ne 
kr vi dvo je bo lesnika s KML na te ra pi ji ima ti ni b-me si la tom.
Re zul ta ti: U tes tu sta nič nog raz r je đe nja nPCR je po ka za la os jet lji vo st za ot-
kri va nje Bcr-A bl po zi tiv nih sta ni ca od 10-5, dok je qPCR po ka za la os jet lji vo st 
od 10-6. Ob je su me to de ot kri le p210 pri je pi se u uzor ci ma koš ta ne sr ži bo les ni-
ka s KML. Me đu tim, qPCR je uz to otkrila pri je pi se i u uzor ci ma pe ri fer ne kr vi, 
no uz ni žu ra zi nu pri je pi sa u us po red bi s uzor ci ma koš ta ne sr ži.
Zak lju čak: Ia ko se čes to na vo di ka ko je nPCR za ot pri li ke 1 log os jet lji vi ja od 
qPCR, u na šem po ku su s raz r je đe njem na bi ljeg po zi tiv ne sta nič ne li ni je K562 
do ku men ti ra li smo vi šu os jet lji vo st za stan dar di zi ra nu me to du qPCR, ko ja je 
raz vi je na za pot re be Eu rop skog prog ra ma za bor bu pro tiv kar ci no ma.
Ključ ne ri je či: nPCR, qPCR, os jet lji vo st, ot kri va nje p210
Ab stra ct
Bac kgrou nd: For mi ni mal re si dual di sea se de tec tion in chro nic mye lo ge-
nous leu ke mia (CML) pa tien ts who ha ve achie ved com ple te cli ni cal re mis sion 
and com ple te cyto ge ne tic res pon se, nes ted PCR (nPCR) and quan ti ta ti ve rea l-
ti me PCR (qPCR) can be used. Ac hie vi ng of mo le cu lar re mis sion is the goal of 
the ra py, so it is of cri ti cal im por tan ce and cli ni cal uti li ty to ob tain hi gh sen si-
ti vi ty of mo le cu lar tes ti ng. We com pa red the le vel of sen si ti vi ty of nPCR and 
qPCR in the de tec tion of BCR-ABL p210 tran scrip ts in a Bcr/Abl-positive ce ll 
di lu tion mo del.
Ma te ria ls and Met ho ds: For de ter mi na tion of sen si ti vi ty le vel, se rial di lu-
tio ns of K562 ce ll li ne (Bcr-A bl-po si ti ve) in NB4 ce ll li ne (Bcr-A bl-ne ga ti ve) we-
re made (ran ge of di lu tion of po si ti ve cel ls: 10-3-10-7). Iso la ted RNA sam ples 
we re tran scri bed in to cDNA and tes ted for p210 tran scri pt by nPCR and qPCR. 
Bo ne mar row and pe rip he ral blood sam ples of two CML pa tien ts on ima ti nib 
me syla te the ra py we re al so tes ted by bo th met ho ds.
Re sul ts: In the ce ll di lu tion te st, nPCR showed sen si ti vi ty for de tec ti ng Bcr-
A bl po si ti ve ce ll of 10-5, and qPCR showed a sen si ti vi ty of 10-6. Bo th met ho ds 
de tec ted p210 tran scrip ts in bo ne mar row sam ples of CML pa tien ts. Howe ver, 
qPCR al so detec ted tran scrip ts in pe rip he ral blood sam ples, wi th a lower tran-
scri pt le vel in com pa ri son to bo ne mar row sam ples.
Con clu sion: Al thou gh frequen tly quo ted as nPCR bei ng by ap proxi ma te ly 1 
log mo re sen si ti ve than qPCR, in our mar ke r-po si ti ve ce ll li ne K562 di lu tion 
expe ri me nt we do cu men ted hig her sen si ti vi ty of the stan dar di zed Eu ro pe 
Again st Can cer Prog ram de ve lo ped qPCR met hod.
Key wor ds: nPCR, qPCR, sen si ti vi ty, p210 de tec tion
Us po red ba os jet lji vos ti ug njež đene PCR i kvan ti ta tiv ne PCR u od re đi va nju Bcr-
A bl p210 pri je pi sa kro nič ne mi je loič ne leu ke mi je
Com pa ri son of sen si ti vi ty of nes ted PCR and quan ti ta ti ve PCR in Bcr-A bl p210 
tran scri pt de tec tion in chro nic mye lo ge nous leu ke mia
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Pos ljed nje ga de set lje ća je ve lik broj stu di ja po ka zao ka ko 
ot kri va nje vr lo nis kih bro je va ma lig nih sta ni ca, tj. ot kri va-
nje mi ni mal ne os tat ne bo les ti (MRD), zna čaj no ko re li ra s 
kli nič kim is ho dom kod mno gih he ma to loš kih ma lig nih 
bo les ti (1). Kod ve ći ne bo les ni ka s no vo di jag nos ti ci ra nom 
kro nič nom mi je loič nom leu ke mi jom (KML) mo že se te ra-
pi jom ima ti nib me silatom pos ti ći pot pun ci to ge net ski od-
go vor (CCR). Me đu tim, u di je la ovih bo les ni ka do la zi do 
re ci di va zbog tvr do kor ne po pu la ci je ma lig nih stani ca pri-
sut ne is pod gra ni ce ot kri va nja stan dar dnim teh ni ka ma. 
To uka zu je na to da je cilj te ra pi je pos ti za nje mo le ku lar ne 
re mi si je, pa je od pre sud ne važ nos ti i za kli nič ku prim je nu 
ste ći vi so ku os jet lji vo st mo le ku lar nih pret ra ga. Ideal no bi 
teh ni ke ko je se ra be za ot kri va nje MRD tre ba le ima ti ra zi-
nu os jet lji vos ti u ras po nu od 10-5 do 10-6, bi ti prim je nji ve 
u svih boles ni ka s ovom bo leš ću, pru ži ti sta no vi tu kvan ti-
fi  ka ci ju biljega, bi ti br ze, ne pres ku pe i la ko stan dar di zi ra-
ne (2). Uz to, od ve li ke je važ nosti dob ra me đu la bo ra to rij-
ska po nov lji vo st i stan dar di za ci ja na la za.
Kod bo les ni ka s KML ko ji su pos tig li CCR pre ma ci to ge ne ti-
ci koš ta ne sr ži i/ili FISH, ug njež đe na PCR (nPCR) i kvan ti ta-
tiv na PCR u stvar nom vre me nu (qPCR) ra be se za ot kri va-
nje BCR-ABL mR NA. Iz vješ ća o os jet lji vos ti i upo ra bi nPCR 
i qPCR u mot re nju ra zi na prijepisa BCR/ABL ni su dos ljed-
na (3,4).
U ovoj stu di ji us po re di li smo ra zi nu os jet lji vos ti nPCR i 
qPCR u ot kri va nju BCR-ABL p210 pri je pi sa u kon tro li ra-
nom po ku su s mo de lom raz r je đi va nja BCR-ABL pozitiv-
nih sta ni ca. Is to ta ko smo us po re di li i opi sa li dva pris tu pa 
u qPCR: ap so lut nu i re la tiv nu kvan ti fi  ka ci ju.
Materijali i metode
Raz r je đe nja sta nič nih li ni ja
Za od re đi va nje ra zi ne os jet lji vos ti na či nje na su se rij ska 
raz r je đe nja sta nič ne li ni je K562 (BCR-ABL po zi tiv ne) sa sta-
nič nom li ni jom NB4 (BCR-ABL ne ga tiv nom). Raz r je đe nja 
po zi tiv nih sta ni ca su bi la de se te ros tru ka, od 10-3 (jed na 
po zi tiv na sta ni ca u 1000 ne ga tiv nih) do 10-7 (jedna po zi tiv-
na sta ni ca u 10 mi li ju na ne ga tiv nih). Ob je ma me to da ma 
is pi ta ni su i uzor ci koš ta ne sr ži i pe ri fer ne kr vi dvo je bo les-
ni ka s KML na te ra pi ji ima ti nib me si la tom.
Izo la ci ja RNA i ob r nu ti pri je pis
RNA je izo li ra na uz prim je nu se ta QIAa mp RNA Blood Mi-
ni Kit (QIAGEN, Hil den, Nje mač ka) pre ma upu ta ma proiz-
vo đa ča. Za sin te zu cDNA upot reb ljen je je dan mik rog ram 
ukup ne RNA uz prim je nu se ta Ge neA mp Go ld RNA PCR 
Co re Kit (Ap plied Bio Syste ms, New Jer sey, SAD) pre ma 
upu ta ma proiz vo đa ča.
In tro duc tion
Du ri ng the la st de ca de, a lar ge num ber of stu dies ha ve 
shown that de tec tion of ve ry low num be rs of ma lig na nt 
cel ls, i.e. de tec tion of mi ni mal re si dual di sea se (MRD), sig-
ni fi  can tly cor re la tes wi th the cli ni cal out co me in ma ny he-
ma to lo gic ma lig nan cies (1). For mo st pa tien ts wi th newly 
diag no sed chro nic mye lo ge nous leu ke mia (CML), a com-
ple te cyto ge ne tic res pon se (CCR) can be ac hie ved wi th 
ima ti nib me syla te the ra py. But be cau se of per sis te nt ma-
lig na nt ce ll po pu la tion that is pre se nt be low the li mit of 
de tec tion by stan da rd tec hniques, a pro por tion of them 
wi ll re lap se. This sug ges ts that ob tai ni ng a mo le cu lar re-
mis sion shou ld be the goal of the ra py and it is of cri ti cal 
im por tan ce and cli ni cal uti li ty to ob tain hi gh sen si ti vi ty 
of mo le cu lar tes ti ng. Ideal ly, tec hniques used for MRD de-
tec tion shou ld ha ve a sen si ti vi ty le vel in the 10-5 to 10-6 
ran ge, be ap pli cab le to all pa tien ts wi th the di sea se, pro-
vi de so me quan ti fi  ca tion of the tar get, be ra pid, inexpen-
si ve and rea di ly stan dar di zed (2). Al so, good in ter la bo ra to-
ry rep ro du ci bi li ty and stan dar di za tion of re por ti ng are of 
cri ti cal im por tan ce.
In CML pa tien ts who ha ve ac hie ved CCR by bo ne mar row 
cyto ge ne ti cs and/or FISH nes ted PCR (nPCR) and quan ti ta-
ti ve rea l-ti me PCR (qPCR) are used for de tec tion of BCR-
ABL mR NA. The re are in con sis te nt re por ts on the sen si ti vi-
ty and usa ge of nPCR and qPCR in mo ni to ri ng of BCR/ABL 
tran scri pt le ve ls (3,4).
In this stu dy, we com pa red the le vel of sen si ti vi ty of nPCR 
and qPCR in de tec tion of BCR-ABL p210 tran scrip ts in a 
con trol led expe ri me nt of BCR-A BL-po si ti ve ce ll di lu tion 
mo del. Al so, we com pa red and dis cus sed two ap proac-
hes in qPCR: ab so lu te and re la ti ve quan ti fi  ca tion.
Ma te ria ls and Met ho ds
Ce ll li ne di lu tio ns
For de ter mi na tion of sen si ti vi ty le vel, se rial di lu tio ns of 
K562 ce ll li ne (BCR-A BL-po si ti ve) in NB4 ce ll li ne (BCR-A BL-
ne ga ti ve) we re ma de. Di lu tion of po si ti ve cel ls was per for-
med in 10-fold ste ps, from 10-3 (one po si ti ve ce ll in 1000 
ne ga ti ve) to 10-7 (one po si ti ve ce ll in 10 000 000 ne ga ti ve). 
Bo ne mar row and pe rip he ral blood sam ples of two CML 
pa tien ts on ima ti nib me syla te the ra py we re al so tes ted 
by bo th met ho ds.
RNA iso la tion and re ver se tran scrip tion
RNA was iso la ted usi ng QIAa mp RNA Blood Mi ni Kit (QIA-
GEN, Hil den, Ger ma ny) ac cor di ng to the ma nu fac tu re r’s 
in struc tio ns. One mic rog ram of to tal RNA was used for 
cDNA synthe sis usi ng Ge neA mp Go ld RNA PCR Co re Kit 
(Ap plied Bio Syste ms, New Jer sey, USA) ac cor di ng to the 
ma nu fac tu re r’s pro to col.
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Ot kri va nje BCR/ABL pri je pi sa p210
Te st ug njež đe ne PCR pro ve den je pre ma pro to ko lu BIO-
ME D-1 (5). PCR je iz ve de na sa sli je de ćim po čet ni ca ma: 
pr vi ko rak: BCR-b1-A GAAGTGTTTCAGAAGCTTCTC C 
plus ABL-a3-B GTTTGGGCTTCACACCAT TCC, dru gi ko rak: 
BCR-b2-C CAGATGCTGACCAACTCGTGT plus ABL-a3-D 
TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA. Ob je fa ze PCR pro ve de ne 
su u reak cij skom volu me nu od 25 μL ko ji je sa državao: 1x 
reak cij ski pu fer (50 mM KCl, 20 mM Tris HCl, pH 8,3), 1,5 
mM MgCl2, 200 μM dNTP, 10 pmol svake po čet ni ce, 0,5 
U Taq DNA po li me ra ze (Ap plied Bio Syste ms, New Jer sey, 
SAD) i 1 μL cDNA u pr voj fa zi ili 1 μL PCR iz pr ve fa ze u 
dru goj fa zi. PCR um na ža nje pro ve de no je pod sli je de ćim 
uv je ti ma: po čet na fa za od pet mi nu ta kod 95 °C, ta da 35 
cik lu sa od 95 °C kroz 30 se kun da, 65 °C kroz jed nu mi nu-
tu, 72 °C kroz jed nu mi nu tu, po tom ko nač na fa za ek sten-
zi je kod 72 °C kroz 7 mi nu ta. Proiz vo di PCR ana li zi ra ni su 
na 2%-tnom aga roz nom ge lu (Ap plied Bio Syste ms, New 
Jer sey, SAD) obo ja nom eti di j-bro mi dom (Sig ma Che mi cal 
Co., Dei sen ho fen, Nje mač ka).
Te st QPCR pro ve den je pre ma pro to ko lu EAC uz prim je-
nu po čet ni ca i pro bi za teh no lo gi ju TaqMan (6). Ana li za 
PCR u stvar nom vre me nu za BCR-ABL i unu tar nji “ku će pa-
zi telj ski” gen (en gl. hou se kee pi ng ge ne) ABL pro ve de na je 
uz prim je nu sus ta va 7300 Real Ti me PCR System (Ap plied 
Bio Syste ms, New Jer sey, SAD) uz po čet ne fa ze od po 2 mi-
nu te kod 50 °C i 10 mi nu ta kod 95 °C, potom 50 cik lu sa 
od po 15 se kun da kod 95 °C i 1 mi nu tu kod 60 °C. Pri mi je-
nje na su dva pris tu pa kod qPCR: ap so lut na kvan ti fi  ka ci ja 
(om je ri bro ja ko pi ja) i re la tiv na kvan ti fi  ka ci ja. Za ap so lut-
nu kvan ti fi  ka ci ju upot reb lje ne su stan dar dne plaz mid ne 
kri vu lje (Ip so gen, Lu mi ny Bio te ch En ter pri ses, Mar seil les, 
Fran cus ka). Ka ko bi se po niš ti le raz li ke iz me đu PCR u stu-
di ji re la tiv ne kvan ti fi  ka ci je, pro ve de na je normalizacija cilj-
no ga ge na (BCR-ABL) po mo ću en do ge ne kon tro le (ABL). 
Sve su ek spre si je iz ra ču na te uz prim je nu prog ra ma 7300 
System SDS Sof twa re RQ Stu dy Ap pli ca tion (Ap plied Bio-
Syste ms, New Jer sey, SAD).
Rezultati
U tes tu raz r je đe nja BCR-ABL po zi tiv nih sta ni ca nPCR je ot-
kri la p210 prijepis u raz r je đe nju 10-5 (sli ka 1.) u 3 neo vis-
na po ku sa. Kod pris tu pa ap so lut ne kvan ti fi  ka ci je om jer 
bro ja ko pi ja iz ra žen je kao ko pi je BCR-ABL za ko pi ju ABL. 
Kod pris tu pa re la tiv ne kvan ti fi  ka ci je re zul ta ti su pri ka za-
ni kao re la tiv na ek spre si ja nor ma li zi ra nog cilj no ga ge na 
u raz ri je đe nim sta nič nim li ni ja ma i bo les nič kim uzor ci-
ma u od no su na nor ma li zi ra nu ek spre si ju cilj no ga ge na 
u ne raz ri je đe noj sta nič noj liniji K562. Oba pris tu pa kod 
qPCR po ka za la su os jet lji vo st od 10-6 (sli ka 2., tab li ca 1.). 
I ug njež đe na i kvan ti ta tiv na me to da ot kri le su p210 prije-
pis u uzor ci ma koš ta ne sr ži bo les ni ka s KML. Me đu tim, za 
raz li ku od nPCR, qPCR je ta ko đer ot kri la pri je pi se p210 u 
De tec tion of BCR/ABL p210 tran scri pt
Nes ted PCR as say was per for med ac cor di ng to BIO ME D-
1 pro to col (5). PCR was per for med wi th the fol lowi ng pri-
me rs: fi r st step: BCR-b1-A GAAGTGTTTCAGAAGCTTCTC C 
plus ABL-a3-B GTTTGGGCTTCACACCAT TCC, se co nd step: 
BCR-b2-C CAGATGCTGACCAACTCGTGT plus ABL-a3-D 
TTCCCCATTGTGATTATAGCCTA. Bo th PCR ste ps we re car-
ried out in a 25 μL reac tion vo lu me con tai ni ng: 1x reac-
tion buff er (50 mM KCl, 20 mM Tris HCl, pH 8.3), 1.5 mM 
MgCl2, 200 μM dNTP, 10 pmol of ea ch pri mer, 0.5 U of Taq 
DNA po lyme ra se (Ap plied Bio Syste ms, New Jer sey, USA), 
and 1 μL of cDNA in the fi r st step or 1 μL of fi r st rou nd 
PCR in the se co nd step. The PCR am pli fi  ca tio ns we re car-
ried out un der the fol lowi ng con di tio ns: ini tial step of fi  ve 
mi nu tes at 95 °C, then 35 cycles of 95 °C for 30 se con ds, 
65 °C for one mi nu te, 72 °C for one mi nu te, fol lowed by 
a fi  nal exten sion step at 72 °C for 7 mi nu tes. The PCR pro-
duc ts we re ana lyzed on 2% aga ro se gel (Ap plied Bio Syste-
ms, New Jer sey, USA) stai ned wi th et hi dium bro mi de (Sig-
ma Che mi cal Co., Dei sen ho fen, Ger ma ny).
QPCR as say was ma de ac cor di ng to EAC pro to col usi ng 
pri me rs and pro be for TaqMan tec hno lo gy (6). Rea l-ti me 
PCR ana lysis for BCR-ABL and in ter nal hou se kee pi ng ge ne 
ABL was per for med usi ng 7300 Real Ti me PCR System (Ap-
plied Bio Syste ms, New Jer sey, USA) wi th the ini tial ste ps 
of 2 mi nu tes at 50 °C and 10 mi nu tes at 95 °C, fol lowed 
by 50 cycles of 15 se con ds at 95 °C and 1 mi nu te at 60 °C. 
Two qPCR ap proac hes we re used: ab so lu te quan ti fi  ca tion 
(co py num ber ra tios) and re la ti ve quan ti fi  ca tion. For ab-
so lu te quan ti fi  ca tion plas mid stan da rd cur ves we re used 
(Ip so gen, Lu mi ny Bio te ch En ter pri ses, Mar seil les, Fran ce). 
To com pen sa te for in te r-PCR va ria tio ns in the re la ti ve 
quan ti fi  ca tion stu dy, nor ma li za tion of tar get ge ne (BCR-
ABL) wi th an en do ge nous con trol (ABL) was per for med. 
All expres sio ns we re cal cu la ted usi ng 7300 System SDS 
Sof twa re RQ Stu dy Ap pli ca tion (Ap plied Bio Syste ms, New 
Jer sey, USA).
Re sul ts
In the BCR-A BL-po si ti ve ce ll di lu tion as say, nPCR de tec ted 
p210 tran scri pt in 10-5 di lu tion (Fi gu re 1) in 3 in de pen de nt 
expe ri men ts. In the ab so lu te quan ti fi  ca tion ap proa ch, the 
copy num ber ra tio was expres sed as BCR-ABL co pies per 
co py of ABL. In the re la ti ve quan ti fi  ca tion ap proa ch, re sul-
ts are shown as re la ti ve expres sio ns of nor ma li zed tar get 
ge ne in di lu ted ce ll li nes and pa tien ts sam ples again st nor-
ma li zed expres sion of tar get ge ne in un di lu ted K562 ce ll 
li ne. Bo th qPCR ap proac hes showed a sen si ti vi ty of 10-6 
(Fi gu re 2, Tab le 1). Bo th nes ted and quan ti ta ti ve met ho ds 
de tec ted p210 tran scri pt in bo ne mar row sam ples of CML 
pa tien ts. Howe ver, con tra ry to nPCR, qPCR al so de tec ted 
p210 tran scrip ts in pe rip he ral blood sam ples of CML pa-
tien ts, ir res pec ti ve of the ap proa ch used. Tran scri pt le ve ls 
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FI GU RE 1 Et hi dium bro mi de-stai ned aga ro se gel showi ng re sul ts of 
BCR-ABL p210 tran scri pt de tec tion in se rial di lu tio ns of K562 ce ll li ne 
in NB4 ce ll li ne and two pa tien ts on ima ti nib me syla te the ra py usi ng 
nPCR. MMW = mo le cu lar weig ht mar ker; 1 = un di lu ted K562; 2 = 10-3 
di lu tion; 3 = 10-4 di lu tion; 4 = 10-5 di lu tion; 5 = 10-6 di lu tion; 6 = 10-7 di lu-
tion; 7 = NB4; 8 and 9 = wa ter.
SLI KA 1. Aga roz ni gel obo jan eti di j-bro mi dom s re zul ta ti ma ot kri va nja 
BCR-ABL p210 pri je pi sa u se rij skim raz r je đe nji ma sta nič ne li ni je K562 
sa sta nič nom li ni jom NB4 i u dvo je bo les ni ka na te ra pi ji ima ti nib me si-
la tom po mo ću nPCR. MMW = bi ljeg mo le ku lar ne te ži ne; 1 = ne raz rije-
đe na sta nič na li ni ja K562; 2 = raz r je đe nje 10-3; 3 = raz r je đe nje 10-4; 4 = 
raz r je đe nje 10-5; 5 = raz r je đe nje 10-6; 6 = raz r je đe nje 10-7; 7 = sta ni čna 
li ni ja NB4; 8 i 9 = vo da.
SLI KA 2. Ot kri va nje BCR-ABL p210 pri je pi sa u se rij skim raz r je đe nji ma 
sta nič ne li ni je K562 sa sta nič nom li ni jom NB4 i u dvo je bo les ni ka na te-
ra pi ji ima ti nib me si la tom po mo ću qPCR uz prim je nu teh no lo gi je Taq-
Man (re la tiv na kvan ti fi  ka ci ja, ka lib ra tor: ne raz rije đe na sta nič na li ni ja 
K562). BM = koš ta na srž; PB = pe ri fer na krv.
FI GU RE 2 De tec tion of BCR-ABL p210 tran scrip ts in se rial di lu tio ns of 
K562 ce ll li ne in NB4 ce ll li ne and two pa tien ts on ima ti nib me syla te 
the ra py usi ng qPCR wi th TaqMan tec hno lo gy (re la ti ve quan ti fi  ca tion, 
























































uzor ci ma pe ri fer ne kr vi bo les ni ka s KML bez ob zi ra na pri-
mi je nje ni pris tup. Ra zi ne pri je pi sa bi le su ni že u us po red-
bi s uzor ci ma koš ta ne sr ži. Ana li za uzo ra ka u 3 neo vis na 
po ku sa po ka za la je ka ko su ovi tes to vi po nov lji vi (sred nja 
raz li ka tri ju mje re nja bi la je 0,16% za ap so lut nu kvan ti fi  ka-
ci ju i 0,18% za re la tiv nu kvan ti fi  ka ci ju; stan dar dna de vi ja-
ci ja za ap so lut nu kvan ti fi  ka ci ju bi la je 2,1%, a za re la tiv nu 
kvan ti fi  ka ci ju 2,0%).
were lower in com pa ri son to bo ne mar row sam ples. Ana-
lysis of sam ples in 3 in de pen de nt expe ri men ts de mon-
stra ted the as says to be rep ro du cib le (mean diff e ren ce of 
3 mea su re men ts 0.16% for ab so lu te quan ti fi  ca tion, 0.18% 
for re la ti ve quan ti fi  ca tion; stan da rd de via tion for ab so lu-
te quan ti fi  ca tion 2.1%, for re la ti ve quan ti fi  ca tion 2.0%).
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Pre ma pro to ko lu BIO ME D-1 os jet lji vo st od 10-6 mo že se 
pos ti ći primjenom nPCR. Ni ža os jet lji vo st na še ga tes ta 
nPCR u us po red bi s pro to ko lom BIO ME D-1 mo že se pri pi-
sa ti po ku su s raz li či tim na či nom raz r je đe nja. U pro to ko lu 
BIO ME D-1 je K562 RNA raz ri je đe na u HL60 RNA (RNA u 
RNA), dok su u na šem po ku su raz r je đi va nja sta ni ce K562 
raz ri je đe ne u sta ni ca ma NB4 (sta ni ce u sta ni ca ma). Na taj 
smo na čin ek spe ri men tal ne uv je te uči ni li slič ni ji ma si tua-
ci ji in vi vo. Pred-PCR fa ze kao što su izo la ci ja RNA i učin-
ko vi to st ob r nu tog pri je pi sa mo gu ta ko đer bi ti iz vo ri ni že 
os jet lji vos ti (9,10).
Ob je me to de pos tig le su prih vat lji vu os jet lji vo st za ot kri-
va nje MRD kod KML. Me đu tim, qPCR je po ka za la ve ću 
os jet lji vo st ne go nPCR. Os jet lji vo st ko ja se mo že do bi ti 
ana li zom PCR ovi si o ne ko li ko pa ra me ta ra, ko ji uk lju ču ju 
broj is pi ti va nih sta ni ca, ukup nu ko li či nu is pi ti va ne RNA i 
broj cik lu sa PCR (11). Ove raz li ke iz me đu PCR mo gu se na-
dok na di ti upot re bom nor ma li zi ra nja cilj no ga ge na en do-
ge nom kon tro lom (ABL, GADPH, B2M). Uz vi šu os jet lji vo st, 
pred nos ti qPCR pred stan dar dnom nPCR za ot kri va nje pri-
je pi sa p210 uk lju ču ju skra će no vri je me od prijema uzor ka 
do iz da va nja na la za, sma nje nu mo guć no st kon ta mi na ci je 
pos li je PCR, sma nje nu varijabilnost re zul ta ta (pri kup lja-
TAB LI CA 1. Om jer bro ja ko pi ja BCR-ABL p210 pri je pi sa u se rij-
skim raz r je đe nji ma sta nič ne li ni je K562 sa sta nič nom li ni jom 
NB4 i kod dva bo les ni ka na te ra pi ji ima ti nib me si la tom od re đe-
ni ko riš te njem TaqMan teh no lo gi je. Svi jet lo si vo = u pod ruč ju 
mi ni mal nog mo le ku lar nog od go vo ra, tam no si vo = u pod ruč ju 
zna čaj nog mo le ku lar nog od go vo ra (pre ma re fe ren ca ma 7. i 8.), 
BM = koš ta na srž, PB = pe ri fer na krv.
TAB LE 1 Co py num ber ra tios of BCR-ABL p210 tran scri pt de ter mi-
ned in se rial di lu tio ns of ce ll li ne K562 in ce ll li ne NB4 and two 
pa tien ts on ima ti nib me syla te the ra py usi ng TaqMan tec hno lo-
gy. Lig ht sha dow = Mi nor Mo le cu lar Res pon se ran ge, da rk sha-
dow = Ma jor Mo le cu lar Res pon se ran ge (ac cor di ng to re fs. 7 
and 8), BM = bo ne mar row, PB = pe rip he ral blood.
Sam ple Co py num ber ra tio(BCR-ABL/ABL)
K562 un di lu ted 20.18
K562 10-3 di lu tion 0.020
K562 10-4 di lu tion 0.0017
K562 10-5 di lu tion 0.0002
K562 10-6 di lu tion 0.000016
K562 10-7 di lu tion un de tec ted
Pat 1 BM 0.8
Pat 1 PB 0.078
Pat 2 BM 0.00003
Pat 2 PB 0.00001
NB4 un di lu ted un de tec ted
wa ter un de tec ted
Dis cus sion
Ac cor di ng to BIO ME D-1 pro to col, a sen si ti vi ty of 10-6 can 
be ac hie ved usi ng nPCR. Lower sen si ti vi ty of our nPCR as-
say in com pa ri son to BIO ME D-1 pro to col can be at tri bu-
ted to a diff e re nt di lu tion expe ri me nt. In BIO ME D-1 pro-
to col K562 RNA was di lu ted in to HL60 RNA (RNA in RNA), 
whe reas in our di lu tion expe ri me nt K562 cel ls we re di lu-
ted in NB4 cel ls (cel ls in cel ls). In that way, we ma de the 
expe ri men tal con di tio ns mo re re sem bli ng in vi vo si tua-
tion. Al so, the pre-PCR ste ps, as RNA extrac tion and effi  -
cien cy of the re ver se tran scrip tion can be the sour ce of 
lower sen si ti vi ty (9,10).
Bo th met ho ds reac hed ac cep tab le sen si ti vi ty for de tec-
tion of MRD in CML. Howe ver, qPCR showed hig her sen si-
ti vi ty than nPCR. The sen si ti vi ty that can be ob tai ned by 
PCR ana lysis is de pen de nt on se ve ral pa ra me te rs, whi ch 
in clu de the num ber of cel ls in ves ti ga ted, the to tal amou-
nt of RNA ana lyzed and the num ber of PCR cycles (11). 
The se in te r-PCR va ria tio ns can be com pen sa ted by usi ng 
nor ma li za tion of tar get ge ne wi th an en do ge nous con trol 
(ABL, GAPDH, B2M). Be si des hig her sen si ti vi ty, ad van ta ges 
of qPCR over stan da rd nPCR for p210 tran scri pt de tec tion 
in clu de a dec rea sed tur na rou nd ti me, dec rea sed chan ce 
for po st-PCR con ta mi na tion, dec rea sed va ria bi li ty of re-
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nje po da ta ka obav lja se u ek spo nen ci jal noj fa zi reak ci je 
PCR), vi sok pro tok i mo guć no st do bi vanja kvan ti ta tiv nih 
re zul ta ta. U na šem po ku su su i me to da ap so lut ne kao i 
me to da re la tiv ne kvan ti fi  ka ci je po ka za le jed na ku os jet-
lji vo st. Mo gu ći ne dos tat ci me to de ap so lut ne kvan ti fi  ka-
ci je su to što primjena plaz mid nih stan dar da sma nju je 
broj ja ži ca ras po lo ži vih za bo les nič ke uzor ke, i po ve ća va 
opas no st od one čiš će nja, te neš to vi ši troš ko vi. Re la tiv na 
kvan ti fi  ka ci ja zas ni va se na re la tiv noj učin ko vi tos ti umna-
žanja cilj no ga i kon trol nog ge na, pa je pre duv jet ru tin sko 
uk lju če nje pr vog di jag nos tič kog uzor ka bo le snika. Na taj 
se na čin ovu me to du mo že prim je nji va ti za od re đi va nje 
re la tiv ne ra zi ne MRD u us po red bi s di jag nos tič kim uzor-
kom. Bez ob zi ra ra bi li se ap so lut na ili re la tiv na kvan ti fi  ka-
ci ja, od re đi va nje kre ta nja kvan ti ta tiv nih bro je va os tat nih 
BCR-ABL po zi tiv nih sta ni ca kroz od re đe no raz dob lje pru-
ža važ ne te ra pij ske po dat ke u pra će nju bo les ni ka s KML. 
U zak ljuč ku, ut vr di li smo ka ko je qPCR prim je re na, po nov-
lji va i pouz da na me to da za mot re nje MRD na kon pos ti za-
nja CCR kod kro nič ne mi je loič ne leu ke mi je.
sul ts (da ta col lec tion oc cu rs in the expo nen tial pha se of 
PCR reac tion), hi gh throug hput, and pos si bi li ty of ob tai ni-
ng quan ti ta ti ve re sul ts. In our expe ri me nt, bo th ab so lu te 
and re la ti ve quan ti fi  ca tion met ho ds showed equal sen si-
ti vi ty. Po ten tial drawbac ks of the abso lu te quan ti fi  ca tion 
met hod are that use of plas mid stan dar ds re du ces the 
num ber of wel ls avai lab le for pa tie nt sam ples and in crea-
ses the ri sk of con ta mi na tion, al so slig htly in crea si ng the 
cos ts. Re la ti ve quan ti fi  ca tion re lies on the re la ti ve effi   cien-
cies of the tar get and con trol ge ne am pli fi  ca tio ns, so it is 
a pre requi si te that the pa tien t’s fi r st diag nos tic sam ple is 
rou ti ne ly in clu ded. In that way this met hod can be used 
for de ter mi na tion of the re la ti ve le vel of MRD in com pa ri-
son to diag nos tic sam ple.
Whet her usi ng ab so lu te or re la ti ve quan ti fi  ca tion, the de-
ter mi na tion of the tre nd in the quan ti ta ti ve num be rs of 
re si dual BCR-A BL-po si ti ve cel ls over a pe riod of ti me pro-
vi des im por ta nt the ra peu tic in for ma tion in the fol low-up 
of CML pa tien ts. In con clu sion, we fou nd the qPCR to be 
an ap prop ria te, rep ro du cib le and ro bu st met hod for MRD 
mo ni to ri ng af ter ac hie vi ng CCR in chro nic mye lo ge nous 
leu ke mia.
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